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(57) Abstract 

In order to sequence nucleic acids, a mixture of labelled nucleic acid fragments of various lengths is produced. The nucleic 
acid fragments used are labelled by insertion of at least one desoxyribonucleoside triphosphate with a non-radioactive labelling 
group, the labelled nucleic acid fragments are screened accordmg to size and the nucleic add sequence is determined from the la- 
belling of the individual fragments. 

(57) ZDsammenfassung 

Zur Sequenzierung von Nukleinsauren erzeugt man ein Gemisch von markierten Nukleinsaurefragmenten mit unterschied- 
licher Lange, wobei man Nukleinsaurefragmente verwendet, die durch Einbau von mindestens einem Deoxyribonukleosidtri- 
phosphat mii einer nicht-radioaktiven Markierungsgruppe markiert sind» trennt die markierten Nukleinsaurefragmente nach 
GroBe auf und bestimmt die Nukleinsauresequenz iiber die Markierung der einzelnen Fragmente. 
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Neues Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur nicht- 
radioaktiven Sequenzierung von Nukleinsauren. 

Allgemein sind fiir die DNA-Sequenzierung zwei Methoden be- 
kannt, namlich das chemische Abbauverf ahren nach Maxam und 
Gilbert (A.M. Maxam und W. Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
74 (1977), 560 und A.M. Maxam und W. Gilbert, Methods in 
Enzymol. 65 (1980), 499) und die enzymatische Kettenabbruch- 
methode (F. Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 
5463-5467) . 

Bei der Maxam-Gilbert-Methode warden markierte DNA-Molekiile 
chemisch in basenspezif ischer Weise modifiziert, ein partiel- 
ler Strangabbruch bewirkt und die so erhaltenen Fragmente 
nach GroBe aufgetrennt und die Sequenz anhand der Markierung 
bestimmt . 

Bei der Methode nach Sanger werden, ausgehend von einer DNA- 
Matrize, viele verschieden lange markierte Nukleinsauref rag- 
mente durch enzymatische Elongation bzw. Extension eines 
synthetischen Oligonukleotidprimers mit Hilfe von Polymerase 
und einer Mischung von Deoxyribonukleosidtriphosphaten und 
Kettenabbruchmolekiilen , insbesondere Dideoxyribonukleosidtri- 
phosphaten hergestellt. Hierbei wird iiblicherweise jeweils in 
vier Ansatzen eine Mischung eines bestimmten Deoxyribonukleo- 
sidtriphosphats (dNTP) und eines entsprechenden Dideoxyribo- 
nukleosidtriphosphats (ddNTP) zusainmen mit den drei anderen 
Deoxyribonukleosidtriphosphaten eingesetzt. Auf diese Weise 
wird ein statistischer Einbau der Kettenabbruchmolekiile in 
die wachsenden Nukleinsaureketten erreicht, wobei nach dem 
Einbau eines Kettenabbruchmolekiils die DNA-Kette auf grund des 
Fehlens einer freien 3'-OH-Gruppe nicht mehr welter wachsen 
kann. Es entsteht daher eine Vielzahl von unterschiedlich 
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langen DNA- Fragment en ^ die statistisch gesehen^ mindestens an 
jeder moglichen Einbaust:elle ein Kettenabbruchmolekiil enthal- 
ten und dort enden. Diese vier Ansatze mit den jeweils auf- 
grund des Einbaus von Kettenabbruchmolekiilen spezifisch an 
einer- Base endenden Fragmenten warden nach ihrer Lange, z.B. 
durch Polyacrylauiid-Gelelektrophorese^ iiblicherweise in vier 
verschiedenen Spuren auf getrennt und die Seguenz anhand einer 
Markierung dieser Nukleinsauref ragmente ennittelt. 

Bis etwa 1986 wurde die DNA-Sequenzierung unter Verwendung 
von radioaktiven (2 2p_ oder ^ 5 s ) -Markierungen durchgef iihrt . 
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente und Auto- 
radiographie die Nukleotidsequenz erf olgte entweder manuell 
Oder halbautomatisch. Heute wird die DNA-Sequenzierung mit 
automatisierten Systemen durchgef iihrt, bei denen eine nicht- 
radioaktive Markierung, insbesondere eine Fluorszenzmarkie- 
rung verwendet wird (L.M. Smith et al.. Nature 321 (1986), 
674-679? W. Ansorge et al., J.Biochem. Biophys.Meth. 13 
(1986), 315-323). Bei diesen automatisierten Systemen wird 
die Nukleotidsequenz direkt wahrend der Auftrennung der mar- 
kierten Fragmente gelesen und direkt in einen Computer einge- 
geben • 

Gegenwartig stehen zwei verschiedene nicht-radioaktive Mar- 
kierungssysteme fiir die DNA-Sequenzierung nach der Kettenab- 
bruchmethode zur Verfiigung. Eine Moglichkeit der Markierung 
von Nukleinsauref ragmenten besteht darin, einen markierten 
Oligonukleotidprimer fiir die Extensionsreaktion einzusetzen, 
so daB die Nukleinsaurekette an ihrem 5'-Ende eine Markierung 
tragt. Die andere Moglichkeit besteht darin, markierte Termi- 
natoren, d.h. Kettenabbruchmolekiile zu verwenden, so da die 
Nukleinsaurekette an ihrem 3'-Ende eine Markierung tragt. 
Eine Arbeit von Prober et al. (Science 238 (1987), 336-341) 
beschreibt ein Sequenzierungsverf ahren, bei dem die vier 
Ketten-terminierenden ddNTPs jeweils mit unter scheidlichen 
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Fluoreszenzfarbstof fen gekoppelt sind, so daB alle vier Se- 
quenzieransatze auf einer einzigen Gelspur aufgetrennt werden 
konnen. Ein ahnliches System mit 4 unterschiedlich markierten 
Primern ist in der GB-A 215517 6 offenbart. 

Bei beiden oben genannten Methoden wird aber nur eine einzige 
Markierung in die zu bestiinniende Nukleinsaurekette einge- 
fiihrt^ was oft zu Sensitivitatsproblemen fiihren kann. Ein 
weiterer Nachteil bei der Verwendung von farbs toff markierten 
Oligonukleotidprimern, insbesondere bei einer "Walking Pri- 
mer "-Strategie ist, daS fiir jede Sequenzierungsreaktion un- 
terschiedliche Primer verwendet werden miissen, wobei die 
Herstellung von markierten Primern aber sehr kostspielig 
oder/und aufwendig ist. Uberdies wird durch die Verwendung 
markierter Primer manchmal die Hybridisierung des Primers mit 
der Nukleinsaurematrize behindert^ was zu ungenauen Sequen- 
zierungsresultaten fiihren kann. 

Auch die Verwendung von farbstoff markierten Terminatoren, 
insbesondere Dideoxyribonukleosidtriphosphaten, hat sich als 
nicht befriedigend erwiesen. Diese markierten Terminatoren 
werden von der Polymerase nur schlecht als Substrate akzep- 
tiert^ so daS sie dem Reaktionsansatz in groBer Konzentration 
(millimolarer Bereich) und in hochgereinigter Form (quantita- 
tive Abtrennung von unmarkierten Molekiilen) zugesetzt werden 
mussen. Dies fiihrt dazu, daB die Verwendung von markierten 
Terminatoren sehr kostspielig ist. Uberdies werden schlechte- 
re Ergebnisse als z.B. bei Verwendung von markierten Primern 
erhalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindug war es somit, ein Verfahren 
zur Sequenzierung von Nukleinsauren bereitzustellen, bei dem 
die Nachteile des Standes der Technik zumindest teilweise 
beseitigt sind. 
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Die erf indungsgemaBe Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren 
zur Sequenzierung von Nukleinsauren durch 

(a) Erzeugung eines Gemisches von markierten Nukleinsaure- 
fragmenten mit unterschiedlicher Lange^ 

(b) Auftrennung der markierten Nukleinsauref ragmente nach 
GroBe und 

(c) Bestiininung der Nukleinsauresequenz iiber die Markierung 
der einzelnen Fragmente, 

welches dadurch gekennzeichnet ist^ daB man Nukleinsauref rag- 
mente bestimmt, die durch Einbau von Deoxyribonukleosidtri- 
phosphaten mit einer nicht-radioaktiven Markierungsgruppe 
markiert sind. 

Die Sequenzierung nach dem erf indungsgemaBen Verfahren kann 
sowohl durch die chemische Abbaumethode nach Maxam und Gil- 
bert als auch durch die enzymatische Kettenabbruchmethode 
nach Sanger erfolgen. In beiden Fallen erhalt man ein Gemisch 
von nicht-radioaktiv markierten Nukleinsauref ragmenten mit 
unterschiedlicher Lange, die als "innere" Markierung minde- 
stens ein Deoxyribonukleosidtriphosphat enthalten, das mit 
einer radioaktiven Markierungsgruppe versehen ist. Allgemein 
ist festzustellen, daB sich das erf indungsgemaBe Verfahren 
auf einf ache Weise bei alien bekannten DNA-Sequenzierungspro- 
tokollen (z.B. auch bei Festphasen-Sequenzierungen) anwenden 
laBt. 

Als nicht-radioaktive Markierung sgruppen sind beispielsweise 
Metalle,. magnetische Markierungsgruppen, die durch Kernreso- 
nanz oder durch einen supraleitenden quant en-inter ferometri- 
schen Detektor (SQUID) nachweisbar sind, Phosphoreszenz- oder 
Fluoreszenzf arbstof fe geeignet. Besonders bevorzugt sind 
Fluoreszenzfarbstof fe^ beispielsweise Rhodamin, Texasrot, 
Phycoerythrin oder Fluorescein und seine Derivate. Insbeson- 
dere sind solche Fluoreszenzf arbstof fe bevorzugt, die eine 
Absorption in einem Bereich von 60 0 bis 800 nm zeigen. Bei- 
spiele fiir eine Vielzahl geeigneter Farbstof fe sind im Kata- 
log der Firma Molecular Probes zu finden. 
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Bei den markierten Deoxyribonukleosidtriphosphaten ist die 
Markierung vorzugsweise iiber elnen Linker an die C5 -Position 
von Pyrimidinbasen (Uracil, Thymin oder Cytosin) oder an die 
N7 oder Cq -Position von Purinbasen (Adenin, Guanosin, Hypo- 
xanthin) oder an die C7 -Position von Purinbasen (7-Deazagua- 
nidin) gekoppelt. Die Anzahl der Atome in der Kette des 
Linkers ist im allgemeinen 1 bis 50^ vorzugsweise 4 bis 24 
und besonders bevorzugt 10 bis 18. 

Die Verwendung von markierten dNTPs wurde bereits in der DE- 
OS 38 41 565 als wiinschenswert vorgeschlagen • Zu diesem Zeit- 
punkt waren aber weder geeignete chemische Substanzen verfiig- 
bar, noch war bekannt, ob diese Substanzen sich bei der 
Sequenzierungsreaktion, insbesondere bei einer automat isier- 
ten Sequenzierungsreaktion als geeignete Substrate erweisen. 

Uberraschenderweise hat sich Fluorescein-markiertes dUTP 
(Fluorescein-12-2 ' -Deoxyuridin-5 ' -triphosphat bzw- Fluores- 
cein- 12 -dUTP ) f das kommerziell von Boehringer Mannheim (Kata.- 
log Nr. 1373242) erhaltlich ist, als besonders geeignet 
erwiesen. Fluorescein-12-dUTP kann bei dem erf indungsgemaBen 
Verfahren anstelle von dTTP oder zusammen mit dTTP verwendet 
werden. Weiterhin haben sich auch Fluorescein-12-2 '-dCTP, 
Fluorescein- 15-2 '-dGTP und insbesondere Fluorescein- 15-2 ' - 
dATP als hervorragend geeignete markierte dNTPs erwiesen. 

Bei dem erf indungsgemaBen Verfahren konnen pro Ansatz ein 
einziges markiertes dNTP oder auch mehrere markierte dNTPs 
nebeneinander eingesetzt werden. Durch gleichzeitige Verwen- 
dung mehrerer markierter dNTPs kann die Anzahl der markierten 
Nukleotide in einer Kette stark erhoht werden, was z.B. giin- 
stig ist, wenn das zu seguenzierende Ausgangsmaterial nur in 
sehr geringer Konzentration zur Verfiigung steht. 
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Wird das erf indungsgemaBe Verfahren nach der chemischen Ab- 
baumethode von Maxam und Gilbert durchgef iihrt ^ so gibt es 
verschiedene Moglichkeiten die Markierung in die zu sequen- 
zierende Nukleinsaure einzufiihren. 

Einerseits kann etwa die Markierung iiber enzymatische Exten- 
sion eines Oligonukleotidprimers in Gegenwart einer Polymera- 
se, der zu sequenzierenden Nukleinsaure als Matrize und aller 
vier Deoxyribonukleosidtriphosphate, von denen mindestens 
eines eine Markierungsgruppe enthalt^ eingefuhrt werden. 
Dabei entsteht durch Verlangerung des Primers ein zur sequen- 
zierenden Nukleinsaure komplementarer Strang, der Markie- 
rungsgruppen tragt, und der anschlieSend auf iibliche Weise, 
d.h* durch partielle basenspezif ische Spaltung mittels chemi- 
scher Methoden und anschlieBende Auftrennung des resultieren- 
den Fragmentgemisches sequenziert werden kann. 

In einer wreiteren bevorzugten Methode zur Markierung der 
Nukleinsauren ligiert man eine Oligonukleotidkassette, die 
mindestens ein markiertes Deoxyribonukleotid enthalt, in 
Res triktions fragment e der zu sequenzierenden Nukleinsaure mit 
5 ' - Oder 3 ' -iiberhangenden Enden ein - 

In noch einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm zur Mar- 
kierung der Nukleinsauren werden Restriktionsf ragmente der zu 
sequenzierenden Nukleinsaure, welche iiberhangende 5 '-Enden 
aufweisen, mit Polymerase oder Reverser Transkriptase in 
Gegenwart von mindestens einem markierten Deoxyribonukleosid- 
triphosphat aufgefiillt, 

Beispiele fiir weitere bevorzugte Ausf iihrungsf ormen des Maxam- 
Gilbert-Verfahrens sind in der DE-OS 38 39 397 offenbart, auf 
deren Inhalt hier Bezug genommen wird. 

Die erf indungsgemaBe Sequenzierung erfolgt vorzugsweise durch 
die enzymatische Kettenabbruchmethode nach Sanger. Bevorzugt 
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ist ein Verfahren zur nicht-radioaktiven Sequenzierung von 
Nukleinsauren durch 

(a) enzymatische Extension elnes Oligonukleotidprimers in 
Gegenwart von Polymerase, Deoxyribonukleosidtriphospha- 
ten, Kettenabbruchmolekiilen und der zu sequenzierenden 
Nukleinsaure als Matrize in einem oder mehreren Ansat- 
zen, wobei ein Gemisch von markierten 

Nukleinsauref ragmenten mit unterschiedlicher Lange ge- 
bildet werden, 

(b) Auftrennung der markierten Nukleinsauref ragmente nach 
GroBe und 

(c) Bestimmung der Nukleinsauresequenz iiber die Markierung 
der einzelnen Fragmente, 

welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man die Elongation 
des Oligonukleotidprimers in Gegenwart von mindestens einem 
Deoxyribonukleosidtriphosphat mit einer nicht-radioaktiven 
Markierungsgruppe durchfiihrt. 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , daB nicht-^radioaktiv 
markierte Deoxyribonukleosidtriphosphate, insbesondere mit 
Fluoreszenzf arbstof f en markierte Deoxyribonukleosidtriphos- 
phate, bei einer Sequenzierungsreaktion in ausreichendem Um- 
fang von der Polymerase als Substrat akzeptiert werden. Bei 
Einsatz von Fluorescein-12-dUTP, Fluorescein- 12-dCTP, 
Fluorescein-15-dATP und Fluorescein- 15-dGTP als nicht-radio- 
aktiv markierte Deoxyribonukleosidtriphosphate und jeweils 
den anderen nicht markierten Deoxyribonukleosidtriphosphat en 
auf einem automat ischen DNA-Sequenziergerat (A.L.F. DNA-Se- 
quencer von Pharmacia-LKB) wurden hervorragende Resultate 
erhalten . 

Im Gegensatz zu den Verfahren gemaB dem Stand der Technik 
konnen bei dem erf indungs gemaB en Verfahren gleich mehrere 
markierte Nukleotide in ein einziges DNA-Fragment eingebaut 
werden, wodurch sich die Signalstarke und damit die Sensiti- 
vitat der Bestimmung um eine GroBenordnung oder mehr erhohen. 
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Ferner ermoglicht die hohe Signalstarke einen sensitiven 
Nachweis von Fluoreszenzbanden in einem automatischen Sequen- 
ziergerat^ sogar wenn sie sehr schnell durch den als Detektor 
verwendeten Laserstrahl wandern, so daB eine Durchfuhrung von 
DNA-Sequenziejningsreaktionenf die mit sehr hoher Geschwindig- 
keit, bis zu mehreren Tausend Basen pro Stunde pro Klon ar- 
beiten, durch Verwendung hoher Spannungen, 2,B. in ultradiin- 
nen Plattengelen oder in ultradiinnen Kapillaren ermoglicht 
wird. 

Ein Vorteil des erf indungsgemaBen Verfahrens ist seine Bin- 
fachheit^ da keine markierten Primer bzw. keine markierten 
Kettenabbruchmolekiile benotigt werden. Dies ist insbesondere 
fiir Sequenzierprojekte in groSem MaBstab^ wie die Sequenzie- 
rung des menschlichen Genoms oder anderer Genompro jekte be- 
deutsam. Bei Verwendung von markierten dNTPs bei der Sequen- 
zierungsreaktion konnen Standardprimer verwendet werden / so 
daB eine zeit- oder/und kostenintensive Herstellung von mar- 
kierten OligonukLeotidprimern vermieden werden kann. Anderer- 
seits konnen, sofern gewunscht, natiirlich auch markierte 
Primer verwendet werden. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaBen Verfahrens besteht 
darin, daB die Auflosung der Sequenzleiter insbesondere bei 
groBeren Lange iiberraschenderweise gegeniiber der aus dem 
Stand der Technik bekannten Verwendung von markierten Primern 
verbessert wird. Dies gilt insbesondere bei einer Verfahrens- 
fiihrung, wo die Markierung und die Extension in zwei getrenn- 
ten Schritten erfolgen (siehe Beispiele 2 und 3) und bei 
Verwendung von Fluorescein-dATP oder Fluorescein-dUTP als 
Markierung. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich dadurch aus, daB 
man einen Oligonukleotidprimer ohne Markierungsgruppe^ insbe- 
sondere einen am 5'-Ende unmodif izierten Oligonukleotidprimer 
einsetzen kann. Andererseits ist es aber auch moglich, in 
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Kombination mit den markierten dNTPs einen Oligonukleotidpri- 
mer zu verwenden, der an selnem 5'-Ende mit einem Farbstoff 
oder/und einer zu einer Af f initatsbindung fahigen Gruppe 
modifiziert ist. So ist z.B. eine Doppelmarkierung moglich^ 
d.h. man verwendet einen Farbstoff -markierten Oligonukleotid- 
primer, der eine andere Fluoreszenzwellenlange als die bei 
drm entsprechenden Ansatz verwendeten markierten dNTPs auf- 
woiBt, Ferner kann der Oligonukleotidprimer an seinem 5 ' —Ende 
t*ct:nyliert sein, wodurch z.B. die Bindung an eine mit 
r t r tavidin beschichtete Festphase moglich ist, Andere Bei- 

fiir Gruppen, die zu einer Aff initatsbindung fahig 
1. i,ind Haptene (z.B. Digoxigenin oder Digoxin), die mit 

e*ncr fiir das entsprechende Hapten spezifischen Antikorper 
LmJcIuhig sind. 

Alb Fottenabbruchmolekule fiir das erf indungsgemaBe Verfahren 
werden zweckmaSigerweise Deoxyribonukleosidtriphosphate ver- 
wendet, die an der 3 '-Position der Deoxyribose so modifiziert 
sind, daS sie keine freie OH-Gruppe aufweisen, und aber den- 
noch von der Polymerase als Substrat akzeptiert werden. Bei- 
spiele fiir solche Kettenabbruchmolekiile sind etwa 3 '-Fluor-, 
3-O-Alkyl- oder 3 ' -H-modif izierte Deoxyribonukleotide . Vor- 
zugsweise werden als Kettenabbruchmolekiile 3 '-H-modif izierte 
Deoxyribonukleotide , d.h. Dideoxyribonukleosidtriphosphate 
(ddNTPs) verwendet. Vorzugweise arbeitet man bei dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren mit unmarkierten Kettenabbruchmolekii- 
len, es ist jedoch auch m5glich, markierte Kettenabbruchmole- 
kiile, wie sie dem Fachmann bekannt sind, zu vezrwenden. 

Erf indungsgemaB werden zur enzymatischen Extension eines 
Oligonukleotidprimers bzw. zur Auffiillung von Restriktions- 
fragmenten vorzugsweise das Kl enow-Fragment der E.coli-DNA- 
Polymerase I, modif izierte oder unmodif izierte T7-DNA-Polyme- 
rase , T4-DNA-Polymerase , Taq-DNA-Polymerase , Bst-DNA-Polyme- 
rase oder Reverse Transkriptase vearwendet. Von diesen 
Polymerasen sind die T7-DNA-Polymerase und die thermostabilen 
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Tag- und Bst-DNA-Polymerasen besonders bevorzugt. Uberra- 
schenderweise warden die nicht-radioaktiv markierten dNTPs 
von diesen Enzymen bei einer Sequenzierungsreaktion als Sub- 
strate akzeptiert. 

Die Auf trennung der markierten Nukleinsauref ragmente kann bei 
dem erf xndungsgemaBen Verfahren kann nach alien in der Tech- 
nik bekannten Methoden, z.B. durch verschiedene elektrophore- 
tische (z.B. Polyacrylainid-Gelelektrophorese ) oder chromato- 
graphische (z.B. HPLC) Verfahren erfolgen,. wobei eine gel- 
elektrophoretische Auf trennung bevorzugt ist. Ferner kann die 
Auftrennung der markierten Nukle'insauren auf an sich beliebi- 
ge Weise^^ d.h. manuell, halbautomatisch oder automatisch er- 
folgen,^ wobei jedoch die Verwendung eines automatischen Se- 
quenziergerats im allgemeinen bevorzugt ist. In diesem Fall 
kann dann die Auftrennung der markierten Nukleinsauren in 
ultradiinnen Plattengelen von 20 bis 200 jjm, vorzugsweise 100 
jjm Dicke (siehe z.B. Stegemann et al. , Methods in Mol. and 
Cell. Biol. 2 (1991), 182-184) oder Kapillaren durchgefiihrt 
werden. 

Bei Vearwendung von Deoxyribonukleosidtriphosphaten, die mit 
Fluoreszenzf arbstof fen markiert sind, kann die Bestimmung der 
Markierung nach Auftrennung der einzelnen Nukleinsauref rag- 
mente gemaB ihrer GroSe dadurch erfolgen, daB man den Fluo- 
reszenzf arbstof f durch Laser oder andere geeignete 
Lichtquellen (z.B. LEDs, Fluoreszenzlampen oder Diodenlase) 
anregt. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekannt und 
werden in kommerziell verwendeten Sequenziergeraten (z.B. 
A.L.F. Sequencer von Pharmacia) bereits eingesetzt. 

Steht fiir eine Sequenzbestimmung nach dem erf indungsgemaBen 
Verfahren nur eine sehr geringe Menge der zu sequenzierenden 
Nukleinsaure zur Verfiigung, so kann ein Amplif izierungs- 
schritt durchgefuhrt werden. Eine Moglichkeit der Amplif izie- 
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rung besteht darin, einen oder mehrere Zyklen einer Polymera- 
se-Chain-Reaktion (PGR) unter Verwendung von zwei Primern vor 
der eigentlichen Sequenzierung durchzuf iihren. Die PGR erfolgt 
iiblicherweise ohne markierte dNTPs. So kann die zu sequen- 
zierende Nukleinsaure vor Durchf iihrung der eigentlichen Se- 
quenzierung amplif iziert werden. 

Andererseits kann der Amplif izierungsschritt auch mit Hilfe 
einer "Thennocycling"-Reaktion erfolgen. Die Thermocycling- 
Reaktion entspricht einer "normalen" Sequenzierungsreaktion, 
die allerdings - wie eine PGR - in mehreren Zyklen durchge- 
fiihrt wird- Der Reaktionsansatz enthalt die Nukleinsaure- 
Matrize, den Primer, die dNTPs und jeweils entsprechende 
Kettenabbruchmolekiile sowie eine vorzugsweise thermostabile 
Polymerase* Auf diese Weise wird pro Zyklus immer eine be- 
stimmte Menge der markierten Nukleinsauref ragmente syntheti- 
siert, wobei in mehreren Zyklen groBe Mengen an markierten 
Fragmente erzeugt werden konnen^ so daB die DNA linear und 
nicht wie bei der PGR exponentiell amplif iziert wird. 

Die zu sequenzierende Nukleinsaure kann sowohl in einzel- 
strangiger als auch in doppelstrangiger Form vorliegen, Es 
werden gute Ergebnisse erhalten, wenn sich die zu sequenzie- 
rende Nukleinsaure auf einem doppelstrangigen DNA-Vektor, 
z.B. einem Plamsid, Cosmid, Bakteriophagen (Lambda oder PI)/ 
einem viralen Vektor oder einem kunstlichen Chromosom (kiinst- 
liches Hef echromosom) befindet. 

In einer ersten bevorzugten Ausf iihrung s form des erf indungsge- 
maBen Verfahrens fiihrt man die enzymatische Elongationsreak- 
tion auf iibliche Weise, d.h. in mehreren getrennten Ansatzen 
durch, wobei man in jedem Ansatz unterschiedliche Kettenab- 
bruchmolekiile, d.h. Terminatoren mit unter schiedlichen Nu- 
kleotidbasen, verwendet. Die Kettenabbruchmolekiile konnen 
entweder gleich zu Beginn der Reaktion zugesetzt werden oder 
die Reaktion kann in zwei Schritten, einem. Extensionsschritt 
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in Abwesenheit von Kettenabbruchmolekiilen und einem Termi- 
nations schritt in Gegenwart des jeweiligen Kettenabbruchmole- 
kills duirchgefuhrt: werden. Verwendet man T7-DNA-Polymerase zur 
Kettenverlangerung, kann z.B. der Extensionsschritt (ohne 
dd!ITPs ) in Gegenwart von Magnesium- und der Terminations- 
schritt (mit ddNTPs) in Gegenwart von Manganionen durchge- 
fiihrt werden. 

Ceav-ifi dieser Ausf iihrungsf orm werden vorzugsweise vier paral- 
lel e Ansatze durchgefuhrt, wobei in jedem Ansatz ein anderes 
dJrrrr qIg Kettenabbruchmolekiil vorhanden ist. Werden in die- 
sen vicr Ansatzen jeweils gleiche Markierungen (ein oder 
nchrcro markierte dNTPs ) verwendet, ist eine getrennte Auf- 
trennung der einzelnen Ansatze erf orderlich. In einer bevor- 
rugtcn Variante dieser Ausf iihrungsf orm kann man zwei (oder 
nchrere) Sequenzierungsreaktionen mit unterschiedlich mar- 
kierten dNTPs durchfiihren, wobei jeweils solche Markierungs- 
gruppen verwendet werden r die nebeneinander nachweisbar sind. 
So kann man z.B. in einer ersten Reaktion (d.h. in alien 4 
Ansatzen dieser Reaktion) Fluorescein-dNTP und in einer zwei- 
ten Reaktion Rhodamin-dNTP verwenden. Die Auswertung dieser 
beiden Reaktionen kann gemeinsam erfolgen, wobei man 2 Ansat- 
ze mit jeweils unterschiedlichen Markierungen (d.h. eine 
Fluorescein- und eine Rhodamin-Markierung ) auf eine einzige 
Gelspur auftragt und getrennt (durch Messung bei unterschied- 
lichen Fluoreszenzwellenlangen) bestimmt. 

Setzt man andererseits bei einer Reaktion in verschiedenen 
Ansatzen jeweils unterschiedliche Markierungen ein (z.B. 
durch Verwendung von Fluoreszenzf arbstof f en mit unterschied- 
lichen Absorptionswellenlangen) / so konnen auch mehrere oder 
sogar alle Ansatze einer einzigen Reaktion gemeinsam, z.B. 
auf einer Gelspur, auf getrennt werden. 

Eine andere bevorzugte Ausf iihrugnsf orm des erf indungsgemaBen 
Verfahrens besteht darin, daB man in einem einzigen Ansatz 
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mindestens zwei verschiedene Kettenabbruchmolekiile in unter^ 
schiedlichen Mengen zusairanen einsetzt, wobei in diesem Falle 
eine Unterscheidung der Fragmente iiber die Intensitat ihres 
Markierungssignals getroffen warden kann. Derartige Verfahren 
sind beispielsweise Gegenstand der DE-OS 38 41 565. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung von nicht-radioaktiv markierten Deoxyribonukleo- 
sidtriphosphaten bei Verfahren zur Sequenzierung von Nuklein- 
sauren nach der Abbaumethode von Maxeun und Gilbert oder nach 
der Kettenabbruchmethode von Sanger. Die Markierung ist dabei 
vorzugsweise ein Fluoreszenzf arbstof f ^ besonders bevorzugt 
Fluorescein oder ein Derivat davon. Die Markierung ist vor- 
zugsweise iiber einen Linker mit dem dNTP verkniipft. Die An- 
zahl der Atome in der Kette des Linkers betragt im allgemei- 
nen 1 bis 50^ vorzugsweise 4 bis 24 und besonders bevorzugt 8 
bis 18. Als giinstig fiir ein automatisches Sequenzierverf ahren 
hat sich die Verwendung von Fluorescein- 12-dUTP, Fluorescein- 
12-dCTP, Fluorescein-15-dGTP oder/und Fluorescein- 15-dATP 
erwiesen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenz 
zur Sequenzierung von Nukleinsauren, das mindestens ein 
Deoxyribonukleosidtriphosphat enthalt, das mit einer nicht- 
radioaktiven Markierung sgruppe markiert ist. Das Reagenz kann 
z.B. in Form einer Losung, einer Suspension oder eines Lyo- 
philisats sein. Das Reagenz kann auch Bestandteil eines Rea- 
genzienkits zru Sequenzierung von Nukleinsauren sein, wobei 
dieser Kit zusatzliche Reagenzien (z.B. Enzym^ Primer, Puf- 
ferlosungen, nicht markierte NTPs, Terminatoren ) enthalten 
kann. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung in Verbindung 
mit den Figuren 1 bis 3 weiter verdeutlichen. 
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Figur 3 



Figur 2 



Figur 1 



zeigt das Ergebhis einer Plasmidsequenzierung mit 

Fluorescein- 12 -dUTP als Markierung, 

zeigt das Ergebnis einer Plasmidsequenzierung mit 

Fluorescein- 12 -dCTP als Markierung, 

zeigt das Ergebnis einer Plasmidsequenzierung mit 

Fluorescein- 15-dATP als Markierung. 



Beispiel 1 

DNA-Sequenzierung mit einer Fluorescein- 12 -dUTP-Markierung 

Die Sequenzierung vmrde mit einem automatischen DNA-Sequen- 
ziergerat (A.L.F. DNA-Sequencer von Pharmacia LKB) durchge- 
fiihrt. Es wurden Versuche mit T7-DNA-Polymerase und Mangan- 
bzw. Magnesiumpuf fer unter Verwendung von einzelstrangigen 
und doppelstrangigen DNA-Matrizen durchgef iihrt . Die Nukleoti- 
de und Enzyme vmrden von Pharmacia PL bezogen. Fluorescein- 
12-dUTP wurde von Boehringer Mannheim bezogen. Gute Ergebnis- 
se vrarden unter Verwendung des folgenden Reaktionsprotokolls 
erhalten : 

1. Denaturierung und Annealing 

5 Jig Plasmid-DNA (hergestellt durch Reinigung iiber eine 
Qiagen-Saule) in 6 ^1 bidest wurden mit 2 }il Sequen- 

zierprimer (1 jimal/1) vermischt^ durch Zugabe von 1 ^l IM 
NaOH fiir 3 Minuten bei 70°C denaturiert und mit 1 ^1 IM HCl 
neutralisiert. 2 pil frisch hergestellter lOX Reaktionspuf f er 
(300 mmol/1 Tris HCl, pH 7,5, 150 mmol/1 DTT, 60 mmol/1 
MnCl2 f 460 mmol/1 DL-Isocitrat ) wurden zugegeben und fiir 15 
Minuten bei 37 °C inkubiert. 

2. Extension und Markierung 

2u dem obigen Ansatz wurden 2 pi Markierungsmischung (jeweils 
1,5 jimol/1 dATP, dCTP, dGTP und Fluorescein- 12-dUTP ) wurden 
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zusammen mit 3,5 U T7-DNA-Polymerase gegeben und 10 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. 

3 . Termination 

4 III Aliquots des Reaktionsprodukts vmrden zu 3 jil der vier 
jeweiligen Terminationsmischungen (1 ininol/1 dATP, 1 itimol/1 
dCTP, 1 mmol/l 7-Deaza-dGTP, 1 mmol/l dTTP, jeweils 5 ;jmol/l 
ddNTP) gegeben und 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reak- 
tionen vmrden mit 4 ]j1 deionisiertem Formamid mit 5 mg/ml 
Dextranblau gestoppt, durch Erhitzen denaturiert und auf das 
Sequenzgel gegeben . 

Figur 1 zeigt das Ergebnis einer typischen Plasmidsequenzie- 
rung unter Verwendung von Fluorescein- 12 -dUTP als Markierung. 
Das Signal beginnt direkt nach dem ersten markierten T-Rest 
nach der Primingstelle ohne sichtbaren Primerpeak- Die Inten- 
sitaten bei multiplen Peaks sind gleich wie in Primerexperi- 
menten mit Endmarkierung . Sowohl Magnesium- als auch Mangan- 
puffer fiir die T7-DNA-Polymerase haben sich als geeignet 
erwiesen. 

Eine automatisierte DNA-Sequenzierung mit Fluoreszenz-mar- 
kierten dNTPs weist gegeniiber anderen Markierungstechniken 
verschiedene Vorteile auf. 

1. Die Markierungsintensitat ist eindeutig starker als bei 
bekannten Protokollen. Dabei sind 200 ng ss-DNA zur Sequen- 
zierung ausreichend. Bei bekannten Verfahren wird iiblicher- 
weise ca. 1 pg ss-DNA eingesetzt. 

2. Jeder beliebige unmarkierte Oligonukleotidprimer (z.B. 
Primer fiir Expressionsvektoren ) kann direkt verwendet werden. 
Die "Walking Primer "-Methode wird erleichtert, da keine Mar- 
kierung von Primern oder eine Reinigung des markierten Pro- 
dukts erforderlich ist. Da keine Wechselwirkung mit einem 
Farbstoff am 5'-Ende des Primers auftreten kann, sind kiirzere 
Oligonukleotide (12-15 Basen) zur Verwendung geeignet. 
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3. Im Vergieich zu Fluoreszenz-markierten ddNTPs ist der 
Preis der Narkierung vernachlassigbar (weniger als 0^05 DM 
pro Reaktion ) . Uberdies ist keine Entf ernung von nicht einge- 
bauter Msirkierung erf orderlich . 

4» Das Fluoreszenz-markierte dUTP wird von vielen DNA-Poly- 
merasen T7, Klenow^ Tag, Bst, AMV-Reverse Transkriptase) 

als Substrat akzeptiert. 

Beispiel 2 

Einzelstrangige DNA-Sequenzierung mit Fluorescein-dNTPs unter 
Verwendung des Pharmacia AutoRead Kits 

1 • Denatuxierung und Annealing ( in einem GefaB ) 

10 fil einzelstrangige Template-DNA (200 ng M13), 2 fxl unmar- 
kierter Sequenzierprimer (5 ^ol/l) und 2 jil Annealing-Puffer 
wurden vermischt, 3 Minuten lang auf 65 °C erhitzt und auf 
37 °C cibkiihlen gelassen. 

2 . Markierung 

Zu dem obigen Ansatz wurde 1 ^1 Markierungsniischung (10 
^ol/l markiertes dNTP und jeweils 1 /imol/l der nicht mar- 
kierten dNTPs) zusammen mit 0,5 fil T7-DNA-Polymerase (3,5 U) 
gegeben,. vermischt und 10 Minuten lange bei 37 °C inkubiert. 

3 . Termination 

Der obige Ansatz wurde mit 1 iil Extensionspuf f er vermischt. 
Dann wurden 4 fil Aliquot s davon zu 4 pil der jeweiligen A-, 
C~r und T-Mixe (3 fil der jeweiligen Terminationsmischung 
und 1 ]j1 DMSO) gegeben und 5 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. 
Die Reaktionen wurden mit jeweils 4 ^il Stoplosung gestoppt. 
Die Ansatz wurden anschlieBend durch Erhitzen denaturiert und 
auf das Sequenzgel gegeben. 
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Relspiel 3 

Doppelstrangige DNA-Sequenzierung mit Fluor escein-dNTPs unter 
Verwendung des Pharmacia AutoRead Kits 

1. Denaturierung und Annealing (in einem Gef aB ) 

10 ^1 Plasmid-DNA (1/3 einer Minipraparation iiber eine 
Quiagensaule ) , 2 jjl nicht markierter Sequenzierprimer ( 5 
^mol/1) und 1 /j1 1 mol/1 NaOH wurden vermischt^ 3 Minuten 
lang bei 65 °C erhitzt und bei 37 °C inkubiert- 

2 . Markierung 

Zu dem obigen Ansatz wurden 1^/11 mol/1 HCl, 2 ^1 Annealing- 
Puffer, 1 Markierungsmischung (10 /jmol/l markiertes dNTP 
und jeweils 1 fimol/1 der nicht markierten dNTPs) zusainmen mit 
0,5 pi T7-DNA-Polymerase (3,5 U) gegeben und 10 Minuten lang 
bei 37'=^C inkubiert. 

3 . Termination 

Der obige Ansatz wurde mit 1 pi Extensionspuf f er vermischt. 4 
pi Aliquots davon wurden zu 4 pil der jeweiligen A-, G- 
und T-Mixe (3 pi der jeweiligen Terminationsmischungen und 1 
pi DMSO) gegeben und 5 Minuten lang bei 37 inkubiert. Die 
Reaktionen wurden mit 4 pi Stoplosung gestoppt. AnschlieSend 
wurde der Ansatz durch Erhitzen denaturiert und auf das Se- 
quenzgel gegeben. 

Die Figuren 2 und 3 zeigen die Ergebnisse einer Plasmidse- 
quenzierung unter Verwendung des obigen Protokolls und 
Fluorescein-12-dCTP (Figur 2) bzw. Fluorescein- 15-dATP (Figur 
3) als Markierung. 
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Die Auswertung der Sequenzgele erf olgte auf dem automatischen 
EMBL Fluorescenc Sequencer. Bei Verwendung von Fluorescein- 
15-dATP als Markierung ist as moglich, bis zu 1000 Basen zu 
lesen. 
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Patentanspriiche 

!• Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren durch 

(a) Erzeugung eines Gemisches von markierten Nuklein- 
sauref ragmenten mit unterschiedlicher Lange, 

(b) Auftrennung der markierten Nukleinsauref ragmente 
nach GroBe und 

(c) Bestimmung der Nukleinsauresequenz iiber die Markie- 
rung der einzelnen Fragmente, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man Nukleinsauref ragmente bestimmt, die durch Einbau 
von mindestens einem Deoxyribonukleosidtriphosphat mit 
einer nicht-radioaktiven Markierungsgruppe markiert 
sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man das Gemisch von markierten Nukleinsauref ragmen- 
ten durch die chemische Abbaumethode erzeugt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Markierung durch enzymatische Extension 
eines Oligonukleotidprimers in Gegenwart einer Polymera- 
se, der zu sequenzierenden Nukleinsaure als Matrize und 
mindestens einem markierten Deoxyribonukleotid einfiihrt 
und anschlieBend mittels chemischer Methoden eine par- 
tielle basenspezif ische Spaltung der markierten Nuklein- 
s aur en bewir kt • 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Markierung durch Ligation von Oligonukleo- 
tidkassetten, die markierte Deoxyribonukleotide enthal- 
ten, in Restriktionsf ragmente der zu sequenzierenden 
Nukleinsaure mit iiberhangenden 5'- oder 3'-Enden ein- 

ERSATZBLATT 



BNSDOCID <WO 9303180A1 t > 



wo 93/03180 



- 20 - 



PCr/EP92/01756 



fiihrt und anschlieSend mittels chemischer Methoden eine 
partielle basenspezif ische Spaltung der markierten Nu- 
kleinsauren bewirkt. 

5, Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Markierung durch enzymatische Auf fiillung von 
Restriktions fragment en der zu sequenzierenden Nuklein- 
saure mit iiberhangenden 5'-Enden in Gegenwart von minde- 
stens einem markierten Deoxyribonukleotid einfiihrt und 
anschlieSend mittels chemischer Methoden eine partielle 
basenspezif ische Spaltung der markierten Nukleinsauren 
bewirkt- 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man das Gemisch von markierten Nukleinsaurefragmen- 
ten durch die enzymatische Kettenabbruchmethode erzeugt. 

7^ Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren nach An- 
spruch 6 durch 

(a) enzymatische Extension eines Oligonukleotidprimers 
in Gegenwart von Polymerase, Deoxyribonukleosidtri- 
phosphaten, Kettenabbruchmolekiilen und der zu se- 
quenzierenden Nukleinsaure als Matrize in einem 
Oder mehreren Ansatzen, wobei ein Gemisch von 
markierten Nukleinsauref ragmenten mit 
unterschiedlicher Lange gebildet wird^ 

(b) Auftrennung der markierten Nukleinsauref ragmente 
nach GroSe und 

(c) Bestimmung der Nukleinsauresequenz liber die Markie- 
rung der einzelnen Fragmente, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Elongation des Oligonukleotidprimers in 
Gegenwart von mindestens einem Deoxyribonukleosidtri- 
phosphat mit einer nicht-radioaktiven Markierungsgruppe 
durchfiihrt. 
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8 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man Deoxyribonukleosidtriphosphate verwendet, die 
iiber einen Linker lait der Markierungsgruppe verkniipft 
sind. 

9 . Verf ahren nach Anspruch 8 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Anzahl der Atome in der Kette des Linkers 10 bis 
18 betragt. 

10. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9^ 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man mit Fluoreszenzf arbstof f en markierte Deoxyribo- 
nukleosidtriphosphate verwendet. 

11. Verf ahren nach Anspruch 10/ 

dadurch gekennzeichnet^ 
daB man als Fluoreszenzf arbstof f Fluorescein oder Deri- 
vate davon verwendet. 

12. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man als markierte Deoxyribonukleotide Fluorescein- 
12-dUTP, Fluorescein- 12-dCTP, Fluorescein- 15-dGTP 
oder/und Fluorescein- 15-dATP verwendet. 

13. Verf ahren nach Anspruch 3 oder 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man bei der enzymatischen Extension einen 5 ' -unmodi- 
fizierten Oligonukleotidprimer verwendet. 

14. Verf ahren nach Anspruch 3 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man einen Oligonukleotidprimer verwendet, der an 
seinem 5 ' -Ende mit einem Farbstoff oder/und einer zu 
einer Af f initatsbindung fahigen Gruppe modifiziert ist. 



ERSATZBLATT 



wo 93/03180 



- 22 - 



PCT/EP92/01756 



15. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man einen 5 ' -biotinyiierten Oligonukleotidprimer 
verwendet . 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet/ 
daB man als Kettenabbruchmolekule 3 '-modif izierte Deoxy- 
ribonukleosidtriphosphate verwendet, die an der 3 '-Posi- 
tion des Zuckers eine 0-Alkyl- oder H-Gruppe aufwei- 
sen. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man als Kettenabbruchmolekule Dideoxyribonukleo- 
sidtriphosphate verwendet. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man unmarkierte Kettencd>bruchmolekule verwendet. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 3, 5 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man als Polymerase zur enzymatischen Extension oder 
Auffiillung das Klenow- Fragment der E.coli DNA-Polymerase 
I, modif izierte oder unmodif izierte T7 -DNA-Polymerase, 
T4 -DNA-Polymerase , Taq-DNA-Polymerase , Bst-DNA-Polyme- 
rase oder Reverse Transkriptase verwendet. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Auftrennung der markierten Nukleinsauref ragmente 
durch Gelelektrophorese erfolgt. 
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21. Verfahren nach einein der Anspriiche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Auftrennung der markierten Nukleinsauref rag- 
mente in einem au'toma'tischen Seguenziergerat. durch- 
f iihrt . 

22- Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Auftrennung in ultradunnen Plattengelen oder 
Kapillaren durchf iihrt • 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man bei Vezrwendung von mit Fluoreszenzf arbstof f en 
markierten Deoxyribonukleosidtriphosphaten nach Auftren- 
nung der Nukleinsaurefragmente zur Bestimmung der Mar- 
kierung den Fluoreszenzf arbstof f durch Laser anregt. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man vor der Sequenzierungsreaktion zur Amplifizie- 
rung der Menge der zu seguenzierenden Nukleinsaure einen 
oder mehrere Zyklen einer PCR-Reaktion durchf iihrt. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sequenzierungsreaktion zur Amplif izierung der 
Menge der markierten Nukleinsaurefragmente in mehreren 
Schritten als •'Thermocycling"-Reaktion durchf iihrt. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sich die zu sequenzierende Nukleinsaure auf einem 
doppelstrangigen DNA-Vektor befindet. 
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27. Verfahren nach Anspruch 26, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB der doppelstrangige DNA-Vektor ein Plasmid, Cosmid, 
Bakteriophage, viraler Vektor oder ein kiinstliches Chro- 
mosom ist. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
iian man die enzymatische Extension bei der Kettenab- 

t ruchmethode in mehreren getrennten Ansatzen durchf iihrt, 
vobei man in jedem Ansatz ein unterschiedliches Ketten- 
*i bbruchmolekiil verwendet . 

29. Verfahren nach Anspruch 28, 

dadurch gekennzeichnet, 
caQ man in alien Ansatzen eine gleiche Markierung, be- 
et ehend aus einem oder mehreren markierten Deoxyribonuk- 
leosidtriphosphaten, verwendet, so daB eine getrennte 
Auftrennung der einzelnen Ansatze erforderlich ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 28, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man in verschiedenen Ansatzen jeweils unterschiedli- 
che Markierungen verwendet, so daB eine gemeinsame Auf- 
trennung dieser unterschiedlich markierten Ansatze 
moglich ist. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man mindestens zwei der Kettenabbruchmolekiile in 
unterschiedlichen Mengen zusammen in einem Ansatz ein- 
setzt und die Unterscheidung der Fragmente iiber die 
Intensitat ihres Mar kierungs signals trifft. 

32. Verwendung von nicht-radi9aktiv markierten Deoxyribonuk- 
leosidtriphosphaten bei einem Verfahren zur 
Sequenzierung von Nukleinsauren . 
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33. Verwendung nach Anspiruch 32, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Markierung ein Fluoreszenzf arbstof f ist. 

34. Verwendung nach Anspruch 33, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Markierung Fluorescein oder ein Derivat davon 
ist. 

35. Verwendung nach einem der Anspriiche 32 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Markierungsgruppe mit dem Deoxyribonukleosidtri- 
phosphat liber einen Linker verkniipft ist. 

36. Verwendung nach Anspruch 35, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Anzahl der Atome in der Kette des Linkers 10 bis 
18 betragt. 

37. Verwendung nach einem der Anspriiche 32 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man als markierte Deoxyribonukleosidtriphosphate 
Fluorescein- 12 -dUTP, Fluorescein- 12-dCTP, Fluorescein- 
15-dATP oder/und Fluorescein- 15 -dGTP einsetzt. 

38. Reagenz zur Sequenzierung von Nukleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB es mindestens ein Deoxyribonukleosidtriphosphat 
enthalt, das mit einer nicht-radioaktiven Markierungs- 
gruppe markiert ist. 

39. Reagenz nach Anspruch 38, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Markierung ein Fluoreszenzf arbstof f ist. 
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40. Reagenz nach Anspruch 39^ 

dadurch gekennzeichnet/ 
daB die Markierung Fluorescein oder ein Derivat ist. 

41. Reagenz nach Anspruch 40^ 

dadurch gekennzeichnet, 
d2LB es Fluorescein-n-dUTP , Fluorescein-n-dCTP , Fluores 
cein-n-dATP oder/und Fluroescein-n-dGTP enthalt, wobei 
von 10 bis 18 ist. 

42. Reagenzienkit zur Sequenzierung von Nukleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB er ein Reagenz nach einem der Anspriiche 38 bis 41 
enthalt . 
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